














：雄性⽣殖細胞における ATAT1 の動態と 



























































ううえで、微⼩管は様々な制御因⼦の制御を受けている（Janke C et al., 2011, 
Halpain S et al., 2006, Dehmelt L et al., 2005）。 
雄マウスのライフサイクルにおいて、微⼩管は⽣殖能⼒、脳機能における最重
要構造の 1 つである。精⼦において微⼩管は鞭⽑軸⽷に存在し、モータータン





する制御因⼦である microtubule-associated protein 2（Map2）や alpha-tubulin 
N-acetyltransferase 1 （Atat1）の⽋損モデルでは、しばしば異常形態の精⼦が





（Hirokawa N et al., 2010）、神経伝達に必要不可⽋な構造である。この機能制御
において、Map2 や microtubule-associated protein tau（Tau）等の様々な微⼩
管結合タンパクによる微⼩管構造の安定化が関与することが知られている
(Dehmelt L et al., 2005)。脳における微⼩管制御因⼦の研究において、神経疾患
の原因として、複数の微⼩管結合タンパクの遺伝⼦変異（滑脳症の原因として
platelet activating factor acetylhydrolase 1b regulatory subunit 1: LIS1 や
doublecortin: DCX、認知症の原因として microtubule-associated protein tau:  
MAPT）が特定されており(Gleeson J G et al., 1998, Hirotsune S et al., 1998, 



























の上昇や不妊症患者の精⼦でのアセチル化の低下が報告されており(Parab S et 
al., 2015, Ritagliati C et al., 2018, Bhagwat S et al., 2014)、精⼦におけるチュー
ブリンのアセチル化の重要性が⽰されている。⼀⽅、精⼦においてアセチル化を
担うアセチルトランスフェラーゼの発現に関する報告例は少ない。そこで、本研
究では Alpha-tubulin N-acetyltransferase 1 (ATAT1)に着⽬した。ATAT1 は哺
乳類においてαチューブリンのリジン 40 でのアセチル化を担うアセチルトラン
スフェラーゼとして特定され、マウスにおいても主要なアセチルトランスフェ
ラーゼである(Friedmann DR et al., 2012, Kim GW et al., 2013)。先⾏研究にお
いて、精巣における精⺟細胞、円形精⼦細胞での発現が⽰されている(Kim GW 
et al., 2013)。加えて、ATAT1 ⽋損マウスにおいて精⼦の形態異常と運動性、産




とが報告されている（Parab S et al., 2015）。精⼦形成後の精⼦では、ほとんど転
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写と翻訳が停⽌しているため、精巣上体の内腔環境や分泌物が精⼦の機能成熟
に関与しており（Bedford JM, 1963, Bedford JM, 1967, Blandau RJ and Rumery 
RE, 1964, Orgebin-Crist MC, 1967, Orgebin-Crist MC, 1969）、様々なタイプの
タンパク、脂質、ノンコーディングRNA  を含む精巣上体⼩胞は、精巣上体細
胞から内腔に分泌され、精⼦に輸送される（Belleannee C et al., 2013, Sullivan R 
and Saez F, 2013, Martin-DeLeon PA, 2015, Belleannee C, 2015, Sharma U et al., 
2016）。精巣上体分泌⼩胞にアセチルトランスフェラーゼが含まれることがウシ
において報告されており（Girouard J et al., 2011）、ATAT1も精巣上体上⽪細胞
から分泌され、α チューブリンのアセチル化を介して精⼦の成熟に関与してい
る可能性がある。また、精⼦は雌性⽣殖器内で射精されると、⽣理的修飾である
受精能獲得を受け、卵⼦への受精が可能になる （Austin C. R, 1952）。この過程
において、近年、マウス精⼦のリジンのアセチル化の上昇が報告されており、リ
ジンアセチル化が精⼦の受精能獲得の調節因⼦である可能性が⽰唆されている

















精巣上体尾部を１ｍｌの PBS（Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）に⼊れ、5％CO2、
37℃で 30 分間インキュベートし、スイムアップ法による精巣上体尾部精⼦の分








⾏っ た 。 1%プ ロ テアーゼ阻害剤カク テ ル （Nacalai Tesque ） を含む




page により分離、PVDF membrane(Merck, Darmstadt, Germany)に転写した。
3%BSA によるブロッキング処理後、ウサギポリクローナル抗 ATAT1 抗体
（1:3,000; Novus Biologicals; Centennial, CO, USA）を加え 4℃で⼀晩インキュ
ベートした。抗体吸収試験のため、⼀次抗体をエピトープブロッキングペプチド
（Novus Biologicals）で 4℃、⼀晩インキュベートし、ネガティブコントロール
として使⽤した。0.1% Tween-20 を含むPBS(PBS-T)で 3回洗浄後、HRP標識
抗ウサギ IgG抗体(1:2,000; Promega, Madison, WI, USA)を加え 25℃で 2時間
インキュベートした。PBS-T で 3回洗浄後、Chemi Lumi One（Nacalai Tesque）
で処理し、LAS-3000 mini Lumino Image Analyzer（富⼠フイルム、東京、⽇本）




Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA）を加え４℃で⼀晩インキュベートした。
洗浄後、HRP標識抗ウサギ IgG抗体（1:2,000; Promega)を加え 25℃で 2時間
インキュベートし、上記と同様に画像を取得した。各タンパク質を ImageGauge 








洗浄し、3％BSA-PBS で 25℃、1 時間ブロッキング処理後、ウサギポリクロー
ナル抗 ATAT1抗体(1:200; Novus Biologicals) およびマウスモノクローナル抗





び Alexa Fluor 568標識抗マウス抗体（1:500; Thermo Fisher Scientific; Waltham, 
MA, USA）を⽤いて 4℃で 2 時間インキュベートした。核は、Hoechst 33342
（1:5,000; Nacalai Tesque）または/およびヨウ化プロピジウム（PI, 1:5,000; 





精巣上体精⼦を PBS に懸濁し、4℃で 5,000rpm で 5 分間の遠⼼分離により回
収し、2%PFA-PBS(0.1%tritonX-100)を⽤いて 4℃、1時間固定および透過処理
をした。サンプルを PBS で 2回洗浄し、HistoVT One（Nacalai Tesque）を⽤
いて 90℃で 30 分間処理し、抗原を賦活化し、3%BSA-PBS で 4℃、60 分間ブ
ロッキング処理した。ウサギポリクローナル抗 ATAT1 抗体（1:200; Novus 
Biologicals）およびマウスモノクローナル抗アセチル化-α-チューブリン抗体
（1:200; Santa Cruz Biotechnology）を加え 4℃で⼀晩インキュベートした。⼀
次抗体の吸収試験は、上記と同様に⾏った。洗浄後、切⽚を Alexa Fluor 488標
識抗ウサギ、Alexa Fluor 568 標識抗マウス⼆次抗体（1:500；Thermo Fisher 















依存的に精⼦細胞での ATAT1 の蛍光シグナルの変化が観察され（図 2A-C）、
円形精⼦細胞から伸⻑精⼦細胞にかけて、継続的な ATAT1 のシグナルが認め
られた（図 2Aʼ-Cʼ,Aʼʼ,Bʼʼ）。 
マウス精⼦においても、ATAT1 の予想される分⼦量 47KDa 付近にシグナル
が認められ、吸収試験によるシグナルの消失が認められた（図 3A）。免疫蛍光染
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告されており（Kalebic N et al., 2013）、ATAT1 が精⼦形成に重要な役割を果た
していることが⽰唆されていた。しかし、マウス精巣において、ATAT1 の伸⻑
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り運動性を獲得する（Bedford JM, 1963, Bedford JM, 1967, Blandau RJ and 
Rumery RE, 1964, Orgebin-Crist MC, 1967, Orgebin-Crist MC, 1969）が、その
⼤きな⽬的は鞭⽑機能を修飾することである。精⼦の運動性は、鞭⽑の α チュ
ーブリンのアセチル化レベルに影響されることが報告されており（Parab S et 
al.,2015）、雄性不妊患者において、精⼦の尾部の α チューブリンのアセチル化
レベルが低いことが報告されている（Bhagwat S et al.,2014）。これらの知⾒は、
成熟過程における α チューブリンのアセチル化が精⼦の運動性における重要因
⼦であることを⽰唆している。また、ラットでは精巣上体輸送中に α チューブ
リンが精⼦の尾部でアセチル化されることが知られている（Parab S et al.,2015, 
Parab S et al.,2017）。精巣上⽪細胞から分泌される精巣上体⼩胞には、精⼦の成
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熟や受精に重要なタンパク質が含まれており（Girouard J et al.,2011, Nixon B et 
al.,2019）、アセチルトランスフェラーゼが精巣上体に存在することも報告され




































 本章では、中枢神経における微⼩管制御因⼦の 1 つとして Tau に着⽬した。
Tau は、中枢神経系に⼤量に存在する微⼩管結合タンパクで、微⼩管の重合や
安定化を調節しており（Cleveland DW et al., 1977）、神経細胞内での軸索輸送
や神経発⽣などへの関与、個体の発⽣、発達における広範な役割が⽰唆されてい
る（Shahani N et al., 2002）。⼀⽅、Tau の異常はアルツハイマー等の神経変性
疾患の原因になるとされている。Tau が原因となる神経変性疾患はタウオパチ
ーと称されるが、これは主に異常リン酸化により凝集、不溶化した Tau が細胞
内に異常蓄積する事による病態で（Saha P et al., 2019）、この原因となる遺伝⼦
変異がヒトにおいて同定されている（Hutton M et al., 1998)。 
タウオパチーにおける中枢神経内 Tau 動態の解明を⽬的とし、Tau 関連研究
において様々なモデルマウスが作成されている（Denk F and Wade-Martins R, 
2009）。中でも、異常蓄積をターゲットにし、Tau過剰発現モデルマウスを⽤い
た知⾒が多く蓄積されている。⼀⽅、Tau ⽋損モデルでは、⽼齢マウスの⼀部で
⾏動異常が⽰されているが（Ahmed T et al., 2014, Ma QL et al., 2014）、Tau ⽋
損の影響が弱く、Map1 や Map2 等の既知の微⼩管結合タンパクによる補償作




ス誘導性転写補償 nonsense-induced transcriptional compensation；NITC であ
り、変異型mRNA の分解産物が補償作⽤遺伝⼦の転写を活性化することが⽰さ
れている（El-Brolosy MA et al., 2019, Ma Z et al., 2019）。この報告において、
複数の遺伝⼦で NITC が働かないことにより表現型が重篤化する例が⽰されて
いる。また、既存の Tau ⽋損モデルは全て変異型mRNA が転写されると考えら
れるデザインであるため（Exon1または Exon2 の遺伝⼦置換）、NITC により表
現型への影響が減少したと予想される。そこで、本研究では NITC が働かない
転写領域全⽋損モデル（Full Length Knock Out；FL-KO）とNITC が働くと想
定される転写領域部分⽋損モデル（Microtubule Binding Domain Knock Out；
MTBD-KO）の２系統を作製し、表現型を解析した。 
尚、Tau ⽋損による表現型に関しては、加齢することで Tau ⽋損マウスに⾏
動異常が出るという報告が複数出ている（Ahmed T et al., 2014, Ma QL et al., 
2014）。加えて、野⽣型では異常が認められない 12ヶ⽉齢で Y -maze における
空間記憶能⼒の低下等、加齢性の認知機能低下が早期に出ることが報告されて














作製した。gRNA と Cas9タンパクを⿇酔下の受精後 0.7 ⽇の雌マウス卵管に直
接注⼊し、エレクトロポレーション（CUY21EDIT; BEX CO., LTD. Tokyo, Japan）
により受精卵に導⼊した（iGONAD ; Otsuka M et al., 2018）。F0 マウスについ
て PCR（ FL-KO; forward: CTAAGCCACACATCCTGTGCCTAG, reverse: 
GTCTCCTTCTTGGTCTTGGAGCAG or TCACGTGGTGGGCTAGAACCT 












10％SDS-page により分離、PVDF membrane に転写した。3%BSA によるブロ
ッキング処理後、ウサギポリクローナル抗 Tau抗体（mTau 598 または Tau C, 
1:5,000;佐原博⼠（量⼦科学技術研究開発機構）より供与頂いたもの）またはマ
ウスモノクローナル抗 Tau抗体（Tau-1, 1:5,000; Merck）を加え 4℃で⼀晩イン
キュベートした。0.1% Tween-20 を含む TBS(TBS-T)で 3回洗浄後、HRP標識
抗ウサギ IgG抗体(1:2,000)または HRP標識抗マウス IgG抗体(1:2,000)を加え
25℃で 2時間インキュベートした。TBS-T で 3回洗浄後、Chemi Lumi One で
処理し、LAS-3000 mini Lumino Image Analyzerを⽤いて撮影し、ImageGauge 
V4.22ソフトウェアを⽤いて検出した。 
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専⽤マイクロホン CM16/CMPA（AvisoftBioacoustics, Glienicke, Germany）を
繋いだ BSA768k-19A01（加藤建築環境研究所, Kanagawa, Japan）による USV
録⾳を 2 分間⾏い、SpectoLibellus2D（加藤建築環境研究所）で解析した。 
 
RNA抽出 
10週齢と 50週齢の MTBD-KO のホモ⽋損個体と野⽣型個体（各群 4個体）
から摘出した脳は洗浄後、RNA later stabilization solution (Thermo Fisher 
Scientific)で保存した。保存したサンプルから、Sepasol-RNA I Super G (Nacalai 
Tesque)を⽤いて、メーカーのプロトコールに従ってマウスの Total RNA を抽
出した。DNA は、5 unitsの RNase free DNase I を⽤いて 37 ˚C で 30 分間処
理し除去した。フェノール、クロロホルムによる抽出、エタノールによる沈殿に
より精製し、RNA を RNase free water に溶解した。RNA 濃度は、NanoDrop 




得られた total RNA サンプルについて、Agilent 2100 Bioanalyzer(Agilent, 
Santa Clara, CA,USA)を⽤いて RNA Integrity Number(RIN)を取得し、RIN≧7
であるサンプルを以降の実験に⽤いた。シーケンスライブラリは TruSeq 
stranded mRNA Library Prep kit(Illumina, San Diego, CA, USA)を⽤いて作成し、
NovaSeq6000（Illumina）による 101bp paired-end のシーケンシングを⾏った。
得られたシーケンスリードの情報は Hisat2（Kim D et al., 2019）を⽤いてマウ
スリファレンスゲノム mm10 にマッピングしたのち、Stringtie（Pertea M et al., 
2015）を⽤いて発現遺伝⼦のカウンティングを⾏った。 
 
Ingenuity pathway analysis 
MTBD-KO における遺伝⼦発現変動の機能的影響を予測するため、Ingenuity 
Pathway Analysis（version spring 2019; QIAGEN, Hilden, Germany）を使⽤し、
以下の設定で core analysisを⾏った（Species: mouse、Tissue: Brain、その他の
設定: デフォルト）。また、core analysisには P値が 0.05未満の遺伝⼦を使⽤し





RNA-seq 解 析 に お け る 発 現 変 動遺伝⼦ の検出に は R(https://www.r-
project.org/)の edgeRパッケージにより TMM正規化を⾏った後、exact test に








3-3-1：2 系統の Tau ⽋損マウスの作製 
転写領域全⽋損（FL-KO）と転写領域部分⽋損（MTBD-KO）の 2種類の⽋
損デザインに関して、PCR における増幅産物のサイズが減少している F0 個体
を元にホモ⽋損個体を⽣産した。MTBD-KO はホモ⽋損個体の塩基配列をシー
クエンスし8塩基の⽋損が確認された個体を元に系統化した。FL-KO と MTBD-
KO においてウエスタンブロットにより脳における Tau タンパクの発現解析を
⾏なったところ、両系統とも Tau の⽋損が認められた（図 5）。加えて、MTBD-
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機能関連パスウェイの活性予測をしたところ、10 週齢において 64、50 週齢に
おいて 83 のパスウェイ変動が予測された。10 週齢においては up-regulate が
20/64、down-regulateが12/64であったのに対し、50週齢においてはup-regulate













3-4-1：2 系統の Tau ⽋損マウスの作成 








より補償作⽤が機能せず（El-Brolosy MA et al.,2019, Ma Z et al.,2019）、Tau の
⽋損影響が重篤化する可能性が⽰された。また、このホモ⽋損個体においてUSV
発声をしていないことが明らかとなった。⾃閉症モデルマウスにおいて脳の発
達不良による USV 発声の減少と USV 発声の減少による育児放棄が報告されて
















ルであると考えられる（El-Brolosy MA et al.,2019, Ma Z et al.,2019）。加えて FL-





また、MTBD-KO において加齢により Tau の⽋損影響を受けた遺伝⼦が増加
し、その結果、加齢した Tau ⽋損マウスにおいて、シグナリングパスウェイと
脳機能における抑制影響が増加することが予測された。Tau ⽋損マウスにおい
て、⼀部の系統で加齢による⾏動異常が報告されている（Ahmed T et al., 2014, 








底にある主要な機構とされている（Cooke SF et al., 2006）。従って、Tau の正常
機能の⽋損によって学習・記憶能⼒の低下を起こしうることが予測された。認知
症患者の死後脳組織と Tau過剰発現モデルにおいて、アセチル化 Tau の存在量
































維持における Tau の重要性を検討した。そして、ATAT1 が精⼦機能制御に関与
する可能性、Tau の正常機能の個体発⽣における重要性と加齢における脳機能
の維持に関与する可能性を⽰した。 
ATAT1 は哺乳類にお ける主要 なアセチル ト ラン スフェラ ーゼであ り
（Friedmann DR et al., 2012）、マウス精巣においてもその発現と精⼦形成にお












通説であり（Denk F and Wade-Martins R et al., 2009）、⽋損モデルの詳細な解








































C、C'、E：吸収試験区。核染⾊には hoechst33342 を⽤いた。 



























































図２. 免疫組織化学による ATAT1 の細胞レベルでの局在解析 
 
Ａ、Ｂ、Ｃ：各精細管ステージにおける ATAT1 の局在 
A'、A''、B''、B''、C''：⽩い四⾓の拡⼤図 
核を hoechst33342、鞭⽑を acetylated-α-tubulin で染⾊した。 
Blue：Hoechst 33342、green：ATAT1、red：acetylated-α-tubulin、bars = 200 µm 
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を acetylated-α-tubulin で染⾊した。 
Blue：Hoechst 33342、green：ATAT1、red：acetylated-α-tubulin、bars = 20 µm. 
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精⼦と精巣上体上⽪細胞の核は hoechst33342 を⽤いて染⾊した。 













































図 5. Tau ⽋損マウスにおける Tau タンパクの発現解析 
 
A：FL-KO、MTBD-KO の遺伝⼦切断標的部位（Tau遺伝⼦⽋損デザイン） 
B：MTBD-KO に関しては、変異型 Tau が翻訳される可能性があるため、認識
領域の異なる抗体を⽤いた。 
mTau 598：N末端領域を認識するマウス Tau特異的抗体、Tau-1：microtubule 































図 7. FL-KO の新⽣仔（P0）マウスにおける超⾳波発声（USV）の測定 
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パスウェイの内、z-score の絶対値上位 10項⽬をそれぞれ⽰した。Z-score の 
正負はパスウェイ変動の予測が抑制/亢進のいずれに偏っているかを⽰す。 
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⾚：亢進影響（z-score が正）、⻘：抑制影響（z-score が負）、セルサイズ：p値 
10wks WT vs KO 
50wks WT vs KO 
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影響が予測された機能は long-term potentiation（⻑期増強）であった。 
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